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Einleitung
Das lymphotrope Epstein-Barr Virus (EBV) gilt als Erreger
der infektiösen Mononukleose (Pfeiffersches Drüsenfieber).
Für die EBV-Atiologie spricht der morphologische Nach-
weis derartiger Viren in Lymphozyten von Mononukleose-
kranken und die rege1mäf.ig auftretenden, lange persistie-
renden Antikorper. Die Erkrankung wird als Tröpfchenin-
fektion oder durch direkten Mund zu Mund Kontakt
tragen. Zu den Symptomen gehort eine am Hals lokalisierte
oder generalisiert auftretende Lymphadenopathie. Neben
Lymphknoten sind Milz, Tonsillen und das gesamte lym-
phatische Gewebe beteiligt. Die Mononukleose hinterläf.t
eine lebenslange Immunität.
Das Virus kann regelmäf?ig im Speichel von erkrankten
Patienten nachgewiesen werden (2). Auch seropositive
gesunde Patienten scheiden EB-Viren mit dem Speichel aus
(3).
Als Ort der Virusproduktion kommen die B-Lymphozyten
des Oropharynx — moglicherweise aus dem Waldeyerschen
Rachenring — in Frage, da nur B-Lymphozyten als die
natürlichen Zielzellen von EBV gelten (4, 6).
Erst kürzlich wurden in den Ausfuhrungsgangen der gro1en
Ohrspeicheldrusen Viren in hoher Anzahl gefunden (5).
Dies führte zu der Vermutung, daf? die Viren aus den
Speicheldrusen stammen könnten.
Zur Frage der Viruspersistenz und Produktion untersuch-
ten wir daher lymphozytenreiche Gewebe aus dem Oropha-
rynx (tonsilla palatina) sowie die Ohrspeicheldriisen.
Material und Methodik
Von seropositiven Personen wurden 6 Gaumentonsillen und drei Ohr-
speicheldriisen untersucht. Die Tonsillen stammten von Patienten, die
wegen einer chronischen Tonsillitis operiert wurden. Das Parorisge-
webe stammte von Patienten, die wegen anderer Erkrankungen im
HNO-Bereich operiert wurden. Die SpeicheldrOsen waren ktinisch und
morphologisch unauffällig.
Prinzip der Nukleinsaurehybridisierungen
Zum Nachweis viraler DNA von Epstein-Barr Virus wurden Nuklein-
saurehybridisierungen in Gewebeproben angewandt. Hierzu wird die
DNA der Gewebe entweder nach vorheriger Extraktion (Reassozia-
tionskinetik) oder direkt in Gefrierschnitten durch Hitze oder Alkali-
behandlung in Einzelsrrange zerlegt (in situ Hybridisierungen). Diese
Prapararionen werden dann mit einer geringen Menge hoch radioakti-
Zusammenfassung
Das lymphotrope Epstein-Barr Virus gilt als Erreger der
infektiösen Mononukleose. Nach einer Infektion lassen
sich lebenslang spezifische Antikorper im Serum nach-
weisen, und das Virus selbst lãI?t sich noch Monate bis
Jahre danach aus dem Speichel isolieren.
Die natürlichen Zielzeilen für EBV sind B-Lymphozy-
ten. Es ist jedoch unklar, oh spontane Aktivierungen
von EBV-Genomen in genomtragenden Lymphozyten,
wie sie in lymphozytenreichen Organen des Oro-
pharynx vorkommen, für die lebenslange Persistenz
von Antikörpern gegen EBV-spezifische Antigene und
das Freisetzen von Virus in den Oropharynx verant-
wortlich sind. Alternativ könnte sich EBV zusãtzlich in
spezifischen Regionen des Körpers befinden und dort
auch produziert werden. Dies würde in etwa der Situa-
tion der Marekschen Erkrankung von Hühnern ent-
sprechen. Der Erreger dieser Erkrankung — ebenfalls
em Herpesvirus — befällt T-Lymphozyten, wird aber in
den Keirnepithelien der Federfollikel produziert und
von dort verbreitet.
In-situ-Hybridisierungen an Gefrierschnitten von Ton-
sillen und Ohrspeicheldrusen zeigen, daf? sich EBV-
Genome im Gewebe der Ohrspeicheldriise von gesun-
den seropositiven Personen befinden. Die Daten der In-
situ-Hybridisierungen konnten durch Reassoziations-
kinetiken mit extrahierter DNA aus den untersuchten
Geweben bestätigt werden.
Wir nehmen an, daf? die spontane Aktivierung von EBV
in peripheren Lymphozyten em sehr seltenes Ereignis
ist und weder die QueUe für EBV im Speichel noch den
Grund für die lebenslange Persistenz von Antikorpern
gegen EBV-spezifische Antigene darsteilt.
Evidence for the Persistence of Epstein-Barr-Virus in
the Parotid Gland
EBV is associated with B-lymphocytes. It is, however,
not clear whether spontaneous activation of EBV
genomes in carrier lymphocytes, which are present in
the lymphocyte rich area of the oropharyox, is respons-
ible for lifelong persistence of antibody-titers directed
against EBV related antigens and the shedding of virus
into the oropharynx. Alternatively EBV could reside in
specific sites of the body and be produced there
resembling somehow the situation of Marek's disease
virus of chicken.
That virus is found in T-lymphocytes and produced
and spread from the epithelium of featherfollicles.
In situ hybridisations with frozen sections of tonsils
and parotid glands reveiled that EBV genomes are
present in the tissue of the parotid gland of healthy
seropositive persons. The data from in situ hybridisa-
tions could be confirmed using stringent reassociation-
kinetics.
It is suggested that spontaneous activation of the lym-
phocytes is a very rare event and neither the source of
virus in the saliva nor the reason for the lifelong
persistence of antibodies to EBV related antigens.
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ver Virus-DNA inkubiert. Die zugegebene Virus-DNA wird nur an die
DNA der Priparate gebunden, wenn diese entsprechende Sequenzen
viraler DNA enthalten (Hybridisierung). Der Nachweis der Bindung
erfolgt entweder durch Messung der gebundenen Radioaktivitit im
Zahigerat oder autoradiographisch durch Beschichtung der Schnitte
mit Fotoemuision.
Zur Absicherung der Ergebnisse wurde noch eine zweite unabhngige
Methode angewandt. Hierbei wird die zu untersuchende DNA you-
ständig gereinigt und unter Bedingungen mit der radioaktiven viralen
DNA gemischt, die ausschlieflich hoch spezifische Bindungen von
lngeren homologen DNA-Abschnitten erlauben. Die Kinetik der Bin-
dung der viralen DNA und die zu untersuchende DNA im Vergleich zu
positiven und negativen Kontrollen (Kaibsthymus-DNA) wird ausge-
wertet.
Ais Kontroile wurde cine Zeilkuitur, die aus einem Burkitt-Lymphom
etabliert worden war, verwendet (P3 HR-i). 5—i0 % der Zeilen dieser
Zellinie produzieren Epstein-Barr Virus. Eine weitere Zellinie (Raji),
die ebenfalls einem Burkitt-Lymphom entstammt, wurde ais Kontrolie
bei der Reassozjatjonskjnetjk verweridet. Diese Zellinie enthält etwa
50 EBV-Genome pro Zelle. Als Negativkontroile diente DNA aus
Kilberthymus.
Durchfuhrung der in-situ-Hybridisierung
Zur in-situ-Hybridisierung (modifiziert nach Wolf et al. (7, 8)) wurden
8 im dicke Gefrierschnitte 2 mm in drei Teilen Methanol, einem Teil
Eisessig uixiert, 30 mm bei 70°C in 2 x SSC (1 x SSC 0,15 M NaG,
0,0i5 M Na-Zitrat) inkubiert und iS mm bei 37°C mit 1 gg/mi Pro-
teinase-K behandeit. Direkt vor der Hybridisierung wurden die Präpa-
rate 3 sec bei 98°C in 0,i x SSC denaturiert, in dem gieichen Puffer bei
0°C abgeschreckt und iuftgetrocknet.
10 i Hybridisierungsiosung (mit 100000 1pm radioaktiver EBV-
DNA, spezifisch aktiviert Ca. 5 x 106 ipm/g; in 50% Formamid
0,6 M NaCi, 10 mM Tris-HcI pH 7,5, 1 mM EDTA, 100 tg/mi
Kalbsthymus DNA, I mg/mi Rinderserumaibumin, i mg/mi t-RNA,
100 pg/mi Poiy A, 0,02 % wt/vol Poiyvenyipyrroiidon, 0,02 % wt/vol
Ficoii) wurden unter einem siiikonisierten Deckgias den Schnitten
mit Kiebstoff eingeschiossen. Die Hybridisierung wurde Ober 4 Std. bei
4°C durchgefiihrt. Anschiiegend wurden die Deckgiäser entfernt und
die Schnitte mit fünffachem Wechsei von Formamidpuffer (wie Hybri-
disierungsiosung, aber ohne Polyanionen) für iS Std. gewaschen, mit
2 x SSC gespuit und iuftgetrocknet.
Diese Praparare wurden dann in Kodak-NTB-Emuision (1: 1 mit
6 mM Ammoniumazerat verdOnnt, 40°C) getaucht, getrocknet und
Ca. 3 Wochen bei 4°C exponiert. Nach dem Entwickein mit Kodak-D-
19-Rontgenfiimentwickler wurden die Priparare mit Giemsa gefàrbt.
Durchfuhrung der Reassoziationskinetik
Zur Reassoziationskinetjk wurde die zu untersuchende DNA in einer
Endkonzentration von 2mg/mi mit 60000 1pm EBV-DNA (5 x 106
Ipg/gg) eingesetzt. Die Denaturierung erfoigte zusammen mit der
radioaktiven EBV-DNA durch Alkali-Behandiung (0,27 n NaOH,
10 miii 100°C) und anschiieende Neutrahsation mit HCI. Die End-
konzentration der Saize des Reassoziationsansatzes war: 0,5 M NaCi,
0,2 M Tris-HC1, 10 mM EDTA, 0,05 % Sarkosyl, pH 8,0). Die
Reassoziationstemperarur betrug 68 °C. Die Trennung der gebiideten
Doppeistrange von den verbieibenden Einzeistrangen erfoigte durch
Chromatographie Hydroxylapatit bei 60°C. Einzeistringe wur-
den mit 0,14 M Phosphatpuffer und Doppeistringe mit 0,4 M Phos-
phatpuffer eiuiert und die Aktivitlt der Gesamteiuate im Szintiliations-
zähler gemessen.
Ergebnisse
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Ort der lebenslangen
Persistenz und den Ort der Produktion von EBV im
mensch!ichen Körper zu identifizieren (2, 3).
Alle gebrauchlichen Methoden zum Nachweis von Viren
sind für die Untersuchung der Persistenz ungeeignet, da
nicht ohne weiteres angenommen werden kann, daI virale
Genome während der Persistenzphase auch tatsachlich
exprirniert werden. Histologie, Immunfluoreszenz und
Elektronenmikroskopie können daher nicht sinnvo!l einge-
setzt werden. Es ist jedoch vor einiger Zeit gelungen, eine
Methode zurn direkten Nachweis einer spezifischen viralen
DNA in Biopsiematerialien zu entwickeln (7). Mit dieser
Methode können relativ effektiv verschiedene Gewebepro-
ben auf ihren Gehalt an EBV-Nukleinsaure untersucht
werden.
Die Abbildung 1 zeigt in-situ-Hybridisierungen mit Ausstri-
chen von P 3 HR-1-Ze!Ien (eine virusproduzierende Zelli-
nie) sowie Gefrierschnitten von Tonsillen und Ohrspeichel-
drüsen. Die Zellgrenzen sind nicht deutlich, da sie bei der
Praparation beschadigt werden. Die geschwiirzten Granula
gelten als Nachweis von Epstein-Barr Virus-DNA. Hier
haben sich Doppelstrãnge aus radioaktiv markierter
Epstein-Barr Virus-DNA und DNA mit entsprechenden
Sequenzen des Praparates gebildet.
In A handelt es sich urn Ausstriche von P 3 HR-1-Zellen,
von denen vereinze!te eine kraftige Granulierung aufwei-
sen. Diese Granulierung ist der Nachweis von EBV-Geno-
men in den Zellen, die gerade Virus produzieren und damit
vie! virale DNA (bis zu 10000 Mo!eküle) enthalten.
Die Tonsille (B) zeigt keine Granulierung. Dagegen zeigen.
die Abbildungen C, D und E deutlich vereinzelte granulierte
Ze!len. In D !iegen die Granu!a marginal im Kernrandge-
biet. Em randstandiges Chromatin wird typischerweise in
Zellen gefunden, die mit Herpes-Viren, zu denen auch EBV
gehort, infiziert sind.
In C handelt es sich wohl urn eine produzierende Ze!!e, sie
ähneft den EBV-produzierenden Ze!!en der P3 HR-1-Ze!!-
linie (siehe A).
Wie die Abbi!dung E zeigt, sind die EBV entha!tenden
Ze!len haufig in der Nähe der Ausführungsgange der Spei-
cheldrüse lokalisiert.
Es scheint, da die Menge der viraleri DNA in den Parotis-
ze!len in derRegel geringer ist als in denZe!!en der P3
HR-1-Ze!!inie, in denen eine Virussynthese ab!äuft. Dies ist
nicht unerwartet, da die Vermehrung von EBV, wie bei
alien DNA-Viren, immer zu einem Absterben der Wirtsze!-
len führt und damit zu einer gröf.eren Nekrose fUhren
mütte.
Die in-situ-Hybridiserung bietet den Vorteil, daf virale
DNA in ihrer Lokalisation im Gewebe nachgewiesen wer-
den kann. Da die Nuk!einsäuren in der Ze!!e jedoch nicht
vo!lig frei vorliegen, besteht bei dieser Technik die Gefahr,
dal? die zugegebene radioaktive Virus-DNA nicht spezifisch
an virale DNA in der Ze!!e, sondern, zum Beispiel
DNA-bindende Proteine, unspezifisch gebunden wird.
Diese Feh!ermöglichkeit kann nur durch geeignete Kontro!-
len oder besser durch Absicherung mit einer anderen Unter-
suchungsmethode ausgesch!ossen werden. Die Ze!len der
Tonsifle und negative Zellen in Parotisschnitten in direkter
Nachbarschaft der positiven Ze!!en sind bereits gute Kon-
trollen. Wir haben darüber hinaus jedoch die Methode der
Reassoziationskinetik (siehe Methoden) verwendet, urn
spezifische Reaktionen sicher auszuschIiefen. Da bei dieser
Methode von hochgereinigter DNA ausgegangen wird und
alie Schritte unter Bedingungen durchgefuhrt werden kön-
nen, die höchste Spezifitat er!auben, sind diese Ergebnisse
a!s kritische Kontro!!e der in-situ-Hybridisierungen zu
werten.
Die Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse der Reassoziations-
kinetik. Es wurden rnehrere Gaumentonsillen, drei Paroti-
den sowie positive und negative Kontrollen (siehe Metho-
den) untersucht.
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Abb. I A = virusproduzierende Zellinie (P3HR-1), eirizelne posi-
tive Zellen; B = Gaumentonsille, negativ; C = Cl. parotis, positiv,
enthält moglicherweise eine virusproduzierende Zelle; D = Cl. par-
Die Kinetiken zeigen kiar, daI alle untersuchten Tonsillen,
eine davon war Ca. 10 Tage nach Beginn der klinischen
Erscheinungen einer infektiösen Mononukleose entnom-
men worden, negativ sind.
Eine Ohrspeicheldruse enthielt, umgerechnet vom Gehalt
otis, positiv, Granuia marginal im Kern lokalisiert; E = GI. parotis,
positiv, granulahaltige Zellen sind an einem ausführenden Gang
lokalisiert
an DNA auf die Gesamtzellzahl, Ca. 5 virale DNA-Genome
je Zelle; die beiden anderen Parotiden enthielten etwa 1/10
der Menge viraler DNA. Die Ergebnisse der in-situ-Hybri-
disierung konnten in vollem Umfang durCh die Methode
der Reassoziationskinetik bestatigt werden.
4
4-- sW-I-





















10 Laryng.-Rhinol. 60(1981) E. Wilmes, H. Wolf: EBV-Genomen
Diskussion
Biopsiematerialien oder peripheren Leukozyten sogenannte
spate virale Antigene oder Viruspartikel sicher nachzu-
weisen.
Die Herkunft von Epstein-Barr-Viren im Speichel war
daher umstritten. Man vermutete, da diese aus dem lym-
phozytenreichen Waldeyerschen Rachenring stammten.
Es ware jedoch denkbar, da1 EBV-Genomtragende Lym-
phozyten in diesen lymphozytenreichen Geweben einer
abgeschwächten Kontrolle des Organismus unterliegen und
gelegentlich einen lytischen Zykius bzw. eine Virusvermeh-
rung zulassen.
Solite diese Annahme zutreffen, dann miiten Virusgenome
in den Tonsillen zu finden sein.
Mit Hilfe von Nukleinsaurehybridisierungen untersuchten
wir daher Gewebe aus Tonsillen und Parotiden auf Epstein-
Std Barr Viren. Wir fanden das Virus-Genom nur in den grof?en
Ohrspeicheldrusen, während die Gaurnentonsillen negativ
waren. Die Parotiden enthielten zwar weniger EBV-
Genome als die virusproduzierenden P3 HR-1-ZeIien,
jedoch finden sich signifikant nachweisbare Mengen.
Die gelegentlich gefundenen Zellen mit einem offensichtiich
höheren Gehait an viraler DNA, der dem der virusprodu-
zierenden P3 HR-1-Zeilen gleichkomrnt, gemeinsam mit
dem Nachweis von EBV im Stenonschen Ausfuhrungsgang
der Ohrspeicheldrusen (5) machen es wahrscheinlich, dal
Epstein-Barr-Virus in der Parotis auch in geringerem
Umfang vermehrt wird.
Unsere Befunde sprechen dafur, daf das biologische Ver-
haiten des Epstein-Barr-Virus dem Erreger der Marekschen
Erkrankung bei Hühnern ahnelt.
Die für diese Erkrankung verantwortlichen Viren persistie-
ren in T-Lymphozyten, werden aber in anderen Geweben,
dem Epithel der Federfollikel, produziert (1).
Die Anwesenheit der Epstein-Barr-Viren im Speichel und
die lebenslang persistierenden Antikörper gegen EBV finden
nach unseren Befunden ebenfalls eine Erkiarung der Tatsa-
che, daf die Parotis em natürliches Zielorgan für den
Epstein-Barr-Virus ist, indem es lebenslang persistiert und
in geringer Anzahl produziert wird.
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Abb. 2 Die Abb. 2 zeigtdie Geschwindigkeit, mit der doppelstan-
dige Virus-DNA aug Einzelstrangen gebildet wird (Reassoziationski-
netik); D0 = Gesamtmenge viraler DNA (Doppe(strange und Einzel-
strange); D1 = zum Zeitpunkttvorhandene Menge einze)strangiger
DNA; 1 = 200 g/mI Raji-DNA + Kalbsthymus-DNA; 2 = 20 kg/mI
Raji-DNA + Kalbsthymus-DNA; 4, 5 u. 6 = DNA-Praparationen von
Ohrspeicheldrüsen; 5, 6, 7 u. 8 = DNA-Fräparationen von Gaumen-
tonsillen.
Das Epstein-Barr-Virus wurde 1964 in Zelikuituren von
Lymphomen entdeckt (Epstein und Barr 1964). Virologi-
sche und immunoiogische Untersuchungen zeigten, daf B-
Lymphozyten die natüriichen Zielzellen von EBV sind. Eine
Ausnahme bilden die Epitheizellen des Nasopharynxkarzi-
noms, die ebenf ails EBV-DNA enthalten (7). In vitro gelang
es ailerdings nicht, Epitheizellen mit EBV zu infizieren.
Die Replikation von EBV, das hei1t die spontane Aktivie-
rung des latenten Virus mit Biidung neuer Viren im Orga-
nismus, ist selten. Es ist bisher nicht gelungen, in frischen
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